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研究成果の概要： 
 本研究では申請者らが同定したDNAM-1(CD226)を分子標的としたGVHDに対する新しい診断と
免疫療法の基盤開発を行なうことを目的とした。 
 DNAM-1 遺伝子欠損マウスでは野生型に比較し、有意に GVHD の重症度が低く、生存期間が延
長した。さらに野生型マウスをドナー細胞とした GVHD モデルマウスにあらかじめ DNAM-1 に対
する中和抗体（TX４２）を投与することによって、急性 GVHD の発症が抑制されることを明らか
にした。これらの結果から、DNAM-1 を用いた分子標的療法の可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）移植片対宿主病(GVHD)における臨
床的課題 
 同種造血幹細胞移植において最も大き
な合併症は移植片対宿主病(GVHD)である。
急性GVHDの本質はアロ抗原特異的な免疫
反応であるが、その病態は様々な炎症反応
により修飾されており、必ずしも詳細は明
らかになっていない。その診断においては
客観的な特異マーカーがなく、移植後早期
の合併症との鑑別診断も必ずしも容易で
ない。また予防や治療においても副腎皮質
ホルモン剤などの非特異的な免疫抑制剤
が主体であり、GVHDに対する特異的な治療
法の開発が望まれている。本研究では申請
者らが同定したDNAM-1(CD226)を分子標的
としたGVHDに対する新しい診断と免疫療
法の基盤開発を行なう。 
（２)研究の着想の経緯 
① DNAM-1 (CD226)の同定 
 申請者は２５年間にわたり血液免疫学
を中心とした研究に従事してきた。その前
半（1981〜1993）は白血病などの造血器疾
患に対する化学療法や造血幹細胞移植療
法などの臨床研究を中心に行い、後半 
(1993〜)は血液免疫学の基礎研究に従事
してきた。中でも造血器腫瘍や造血幹細胞
移植療法に重要な役割を担うと考えられ
るNK細胞の分化機構の研究を行い（Shibuya, 
et al, Blood, 1991, Taguchi K, Shibuya A, et al, 
Blood, 1992, Shibuya, et al, Blood, 1993, 
Shibuya, et al, Blood, 1995）、さらに1996年、
新しいヒトのNK細胞レセプターである
DNAM-1(第７回HLDA ワークショップで
CD226に認定, 2000)を世界に先駆けて同定
した（Shibuya A, et al, Immunity, 1996, 
Shibuya A, et al, J Immunol 1998）。DNAM-1
は分子量が65 kDaの免疫グロブリンスーパ
ーファミリーに属するI型の膜蛋白であり、
ヒトのNK細胞や細胞傷害性キラーリンパ
球(CTL)に発現し、腫瘍細胞（白血病、肺
癌、乳癌、脳腫瘍、子宮癌、悪性黒色腫な
ど）に対する細胞傷害機構に重要な分子で
あることをin vitro の系で明らかにした。
また申請者らはDNAM-1 がT細胞やNK細胞
で白血球接着分子LFA-1と物理的、機能的
に会合し（Shibuya, et al., Immunity 1999）、
LFA-1のコレセプターとしてこれらの細胞
に活性化シグナルを伝えることを明らか
にした（Shibuya, et al., J Exp Med 2003）。
また、DNAM-1とLFA-1との会合にはDNAM-1
のセリンのリン酸化が必須であること
(Shirakawa, et al., Int Immunol 2005)、また
LFA-1とともにリピドラフト会合すること
など(Shirakawa, et al., Int Immunol 2006)、
リンパ球の活性化におけるDNAM-1のシグ
ナル伝達機構を明らかにしてきた。さらに
DNAM-1は巨核球・血小板にも発現し、血小
板の凝集などの活性化や血管内皮細胞へ
の接着にも重要な役割を担っていること
を明らかにした。(Kojima, et al. J Biol Chem 
2003) 
② DNAM-1 (CD226)リガンドの同定 
さらに申請者らは DNAM-1 が認識す
るリガンドの同定を試み、これがポリオ
ウイルスレセプターファミリーである
CD155（poliovirus receptor/PVR）と
CD112 (Nectin-2/PRR-2)の２つの分子
で あ る こ と を 明 ら か に し た 
(Tahara-Hanaoka et al., Int Immunol 2004)。
CD155 はポリウイルスレセプターとし
て知られてきたが、我々の研究によって
その生理的機能が初めて明らかになった。 
③ DNAM-1 とそのリガンドのマウス相
同遺伝子の同定とマウスモデルを用いた
生体内機能の解析 
 CD226 の生体内機能を明らかにする
ために、申請者らは DNAM-1 とそのリ
ガンドである CD155 のマウス相同遺伝
子をそれぞれ世界に先駆けてクローニン
グした（Tahara-Hanaoka, et al, Biochem 
Biophys Res Commun, 2005）。これらを用
いて DNAM-1 リガンドの発現していな
い白血病細胞株RMAとDNAM-1リガン
ドである CD155または CD112を遺伝子
導入し安定的に発現させた RMA 細胞株
をそれぞれマウスに接種すると、RMA
腫瘍は増大しマウスは死亡するのに対し、
DNAM-1リガンドを発現したRMA腫瘍
は完全に拒絶された。この腫瘍拒絶は抗
体投与により CD8+T 細胞を除去すると
完全に阻害され、この CD8+T 細胞は
RMA に発現する Raucher マウス白血病
ウイルスの gag 蛋白のリーダー配列由
来のペプチド(gagL)を抗原として認識し
ていることを明らかにした。さらに
DNAM-1リガンドを発現したRMA細胞
株を完全に拒絶したマウスに、拒絶から
１０週間を経て親株である RMA を接種
すると、今度は完全にこれを拒絶し、
DNAM-1 リガンドの発現により腫瘍抗
原特異的メモリーCD8+キラーT リンパ
球 (CTL)が誘導されることを示した
（Tahara-Hanaoka, et al., Blood 2006）。 
④ GVHD 病態における DNAM-1 の関
与 
申請者らはヒトの血清中に分子量が
45 kDa の遊離型 DNAM-1 が存在する事
を見いだし、ELISA による定量法を開発
した（検出領域 0.008nM〜）。健常人を
対照として種々の血液疾患患者で遊離型
DNAM-1 を定量したところ、同種造血幹
細胞移植後の患者で急性 GVHD を発症
した患者では、発症直前から高値を取り、
症状の推移と併行して変動することを見
いだした（右図）。しかし、急性 GVHD
を発症しなかった同種造血幹細胞移植後
の患者やその他の血液疾患患者では健常
人とまったく有意差を認めなかったこと
から、遊離型 DNAM-1 が急性 GVHD の特異
的予知マーカーとなりうる事を示した
（特許出願 2006-106951、「移植片宿主  
病予知マーカー 」）。 
さらに亜致死量（400rad）の放射線
を照射した BALB/C と C57BL/6 の F1
マウスに、BALB/C マウスの脾臓細胞
を移植し誘導した急性GVHDを発症する
マウスモデルの系において、申請者ら
が樹立した DNAM-1 遺伝子欠損マウス
（BALB/C）の脾臓細胞を移植細胞とし
て用いると急性GVHDの発症が著明に抑
制された。これらの結果より、急性
GVHD ではアロ抗原特異的免疫応答や
これに伴う炎症反応に関与する免疫細
胞が活性化し、遊離型 DNAM-1 が分泌
されていること、遊離型あるいは膜型
の DNAM-1 が急性 GVHD の病態に何
らかの関与をしている可能性が強く示
唆 
された。本研究は、これらの知見に基
づき、計画するものである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、致死量の放射線照射した
マウスに骨髄移植を行ないGVHDを誘導し
たモデルマウスを作製し、遊離型DNAM-1
が分泌される分子メカニズムを明らかに
し、急性GVHDの予知、診断への応用にお
ける分子基盤を確立する。さらにDNAM-1
が急性GVHDの発症や病態に関与するか否
かを、申請者らが樹立したDNAM-1遺伝子
欠損マウスを用いて明らかにする。DNAM
-1遺伝子欠損マウスで急性GVHDの発症が
抑制される事が確認されれば、申請者ら
が作製したマウスDNAM-1に対する中和抗
体（TX４２）の投与によって、急性GVHD
の発症が抑制されるか否かを明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
（1）急性 GVHD の診断における遊離型
DNAM-1 の意義に関する基盤的研究 
① マウスにおける遊離型 DNAM-1 の測
定系の確立 
 申請者らは認識エピトープの異なるヒ
トの DNAM-1 に対するモノクローナル
抗体を複数クローン樹立した。これらを
組み合わせて用いて、もっとも感度の良
いヒト遊離型 DNAM-1のELISAによる
アッセイ系を確立した（検出領域
0.008nM〜）。同様に、申請者らは認識エ
ピトープの異なるマウスの DNAM-1 に
対するモノクローナル抗体もすでに複数
クローン樹立している。マウス DNAM-1
分 子 の 細 胞 外 領 域 部 分 の 遊 離 型
DNAM-1 を作製し、これを標準蛋白とし
て、樹立したモノクローナル抗体を組み
合わせてマウス遊離型 DNAM-1 の
ELISA によるアッセイ系を確立する。 
② マウス GVHD モデルの作製  
BALB/C マウスの骨髄細胞を致死量の放
射線を照射した C57BL/6 マウスに移植
し骨髄再建を行ない、急性 GVHD の発
症を誘導する。移植後、定期的に体重測
定、血清中インターフェロンγの定量、
生存期間を観察し、急性 GVHD の発症、
重症度のマーカーとする。 
③ マウス GVHD モデルにおける遊離型
DNAM-1 の定量 
  上記で作製した GVHD モデルマウス
において、移植後より定期的に遊離型
DNAM-1 の定量をおこない、GVHD の
発症時期、重症度との関連を解析する。 
（2）急性GVHDの病態におけるDNAM-1
の役割とその応用に関する基盤的研究 
①  急 性 GVHD の 病 態 に お け る
DNAM-1 の役割 
  急性 GVHD マウスモデルにおいて、移
植骨髄細胞を野生型から DNAM-1 遺伝
子欠損マウスに代え、GVHD の発症と
その重症度とを体重、血清中インターフ
ェロンγ、生存期間を指標に解析する。
すでに述べたように、申請者らは、亜致
死量の放射線を照射した BALB/C と
C57BL/6 の F1 マウスに、BALB/C マウ
スの脾臓細胞を移植し誘導した急性
GVHD を発症するマウスモデルの系にお
いて、DNAM-1 遺伝子欠損マウス（BALB/C）
の脾臓細胞を移植細胞として用いると
急性 GVHD の発症が著明に抑制されるこ
とを明らかにしており、これが骨髄移植
により骨髄再建をした GVHD マウスモ
デルでも同様である事を確認して
DNAM-1が急性GVHDの病態に関与し
ていることを立証する。 
② 急性GVHDの発症や病態に関与する
DNAM-1発現細胞の同定 
２−①でDNAM-1が急性GVHDの発症や病態
に関与している事が明らかになれば、ど
のDNAM-1発現細胞がこれらに直接関与し
ているかを１−５）におけるIn vivoでの
解析と同様の移植実験で明らかにする。
すなわち、移植する骨髄細胞からT細胞、
NK細胞、またはマクロファージなどの細
胞をMACSで除去し、代わりにDNAM-1遺伝
子欠損マウスのそれぞれの細胞と入れ替
え移植する。移植後、経時的にGVHDの発
症、重症度等を体重、血清インターフェ
ロンγ、生存期間を指標に解析する。 
③ DNAM-1を標的分子とした急性GVHDに
対する抗体療法の開発 
申請者らはすでにin vivo投与により
DNAM-1発現細胞を除去せず、DNAM-1と
DNAM-1リガンドとの結合をブロックする
中 和 抗 体 (TX42) を 作 製 し た
（Tahara-Hanaoka S, et al. Blood, 2006）。
これを上記１−２）で述べた急性GVHDマウ
スモデルに投与し、GVHDの発症、重症度
の変化を体重、血清中インターフェロン
γ、生存期間を指標に解析する。この際、
中和抗体の量、投与時期、期間などにつ
いて検討し、最も有効な投与法を決定す
る。 
 
４．研究成果 
（1）急性 GVHD の診断における遊離型
DNAM-1 の意義に関する基盤的研究 
マウスにおける遊離型 DNAM-1 の測定
系を確立した。また、マウス GVHD モ
デルの作製系も確立できた。これらを用
いて GVHD の際の血清中の遊離型
DNAM-１を定量を試みたが、有意な値
を検出できなかった。マウスとヒトとの
種の差によるものか、その他の原因によ
るものかを検討しているところである。 
（ 2）急性 GVHD の病態における
DNAM-1 の役割とその応用に関する基
盤的研究 
 放射線照射したマウスに脾細胞移植を
行ない GVHD を誘導したモデルマウスを作
製し、DNAM-1 が急性 GVHD の発症や病態に
関与するか否かを検討した。申請者らが樹
立した DNAM-1 遺伝子欠損マウスまたは野
生型マウスをドナー細胞として GVHD モデ
ルを作製すると、DNAM-1 遺伝子欠損マウス
では野生型に比較し、有意に GVHD の重症
度が低く、生存期間が延長した。 
 さらに野生型マウスをドナー細胞とし
たGVHDモデルマウスにあらかじめDNAM-1
に対する中和抗体（TX４２）を投与するこ
とによって、急性GVHDの発症が抑制される
ことを明らかにした。また、これにはCD８
＋T細胞上のDNAM-1 が主として関与してい
ることを明らかにした。これらの結果から、
DNAM-1 を用いた分子標的療法の可能性が
示唆された。 
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